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Beschreibung 

Die vorfiegende Erfindung betrifft die Verwendung von autoreaktiven Substanzen zur Herstellung eines 
Mhtel s f Or die Diagnose von zelhiliir vermittelten Erkrankungen oder einer Pradisposition fttr zellulSr vermit- 
telte Erkrankungen, die das Immunsystem beeinflussea 

Die Aufkl&rung der molekularen Zusammenhinge bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie 
etwa da* rfaeumatoiden Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM) ist innerhalb der letzten Jahre schneD 
fbrtgeschritten und lafit mhderweile konkrete Anwendungen fttr die frtihe Diagnose und erne kausale Therapie 
dieser Erkrankungen erkennen. 

Heute gilt als gesichert, daB bei der Entstehung dieser Erkrankungen neben einer genetischen Disposition 
audi Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Auf der Ebene der genetischen Risikofaktoren sind z.B.bei dem IDDM 
nur einige wenige Allele der MHC-Klasse II-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoznert Somit besteht (fie 
MSglichkeit, Qber eine Analyse dieser Allele eine Risikogruppe fur IDDM zu defmieren (vgL z, B. Thomson et aL, 
Am. J. Hum. Genet 43 (1988), 799-816 oder Todd et aU Nature 329 (1987), 599-604). 

Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfaktoren handelt es sich wahrscheinlidi urn exogene, 
als Immunogen wirksame Peptidsequenzen. In diesem Zusammenhang werden u. & virale Anttgene, die partielle 
Homologien zu kdrpereigenen Strukturen aufweisen, diskutiert Unter besonderen Umstanden, insbesondere in 
der postnatalen Phase, kdnnen durch (fie Nahrung aufgenommene Antigene, wie z. B» Rinderserumalbumin, eine 
Immunantwort induzieren, welche auf grund von Homologien zu kdrpereigenen Strukturen einen autoaggressi- 
ven ProzeB in Gang setzen kdnnen. 

Typisch far den Knmkheitsverlauf bei IDDM ist die progressive Zerstdrung der Fankreas-P-ZeDen durch 
cytotoxische Lymphozyten. Dieser ProzeB setzt schon lange vor einer erkennbaren Stdrung des Glucosestoff- 
wechseis em. Bei einer erkennbaren Manifestation des Diabetes sind berehs Qber 80% der P-Zellen zerstOrt Es 
wire deshalb auflerordentlich wichtig, diese autoaggressiven T-ZeDen frilhzeitig bei Risikopersonen zu erfassen, 
urn die betroffenen Individuen einer kausalen Therapie zufOhren zu kdnnen. 

Es gilt heute als gesichert, daB die Zerstdrung von kflrpereigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankungen 
anf&nglich sehr langsam veriiuft Im Anfangsstadium dieses Prozesses erkennen die autoaggressiven T-Zellen 
wahrscheinlich nur ein oder wenige Autoantigene. Arbeiten von Kaufman et aL (Nature 368 (1993), 69—72) und 
Tisch et aL (Nature 368 (1993X 72—78) an einem Tiermodell (NQD-Maus) des Typ I-Diabetes haben ergeben, 
daB beim spontan auftretenden Diabetes dieses Mausstammes die initials Qber T-Zellen vermittelte Auto-Im- 
munreaktion gegen die CHutamins£ure-Decarboxylase geriditet ist Dabei werden in der NOD-Maus anfltngiich 
nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der GlutaminsSure-Decarboxylase (GAD) erkannt Zu diesem Zeitpunkt 
lassen sich — wie oben ausgefQhrt — noch keine Verinderungen im Gluoose-Metabolismus feststeflen, wahrend 
hingegen eine Perinsufids berehs nachweisbar ist Erst im weiteren Kxankheitsveriauf weitet sich das Spektnim 
der von den autoaggressiven T-Zellen erkannten Peptide der GAD aus. Nach einer Manifestation des Diabetes 
sind auch prfaktivierte T*ZelIen gegen andere InselzeU-Antigene nachweisbar, z. B. Peripheric Heat Shock 
Protein HSP 65 und Carboxypeptidase H. 

Es gibt Hinweise, daB auch beim Menschen die Immunantwort gegen GAD ursichlich nut dem Entstehen des 
Typ I-Diabetes verknQpft ist So lassen sich beispielsweise in etwa 80% der Pradiabetiker Autoantikdrper gegen 
GAD nachweisen, wobei die Itiobgische RoDe dieser Autoantikdrper ailerdings gering emgeschfitzt wild. Man 
nimmt vielmehr an, daB beim Typ I-Diabetes eine progressive Zerstdrung der Pankreas-p-Zellen durch T-Lyin- 
phozyten vorliegt Diese gegen GAD gerichteten T-Lymphozyten konnten berehs von mehreren Forschergnip- 
pen nachgewiesen werden (Harrison et aL, J. Oin. Invest 89 (1992), 1 161 ; Honeyman et aL, J. Exp. Med 177 (1993), 
535). Die von diesen Gruppen gefundenen T-Lymphozyten reagierten mit einem aus den AminosSuren 208 bis 
404 bestehenden Peptklfragment des GAD 67 kd Molekuls. 

In EP-A-0519469 werden autoimmun reagierende Polypeptide aus dem humanen GAD 65 kd MolekOl 
offenbart Diese Polypeptide haben die Aminosequenz: 

X-P-E-V-K{Toder E)-K-Z, 

wobei X eine fakultative; aus 1 bis 10 AminosSuren ausgewahlte Sequenz ist und Z dne fakultative, aus 1 bis 8 
Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist 

Auch in der europaischen Patentanmetdung Nr. 95 100 764.0 werden autoreaktive Peptidsequenzen aus der 
humanen GAD 65 so wie eine diese Peptide enthaltende pharmazeutische Zusammensetzung vorgeschlagen. 
Weiterhin wird die Verwendung dieser pharmazeutischen Zusammensetzung zur Herstellung eines Mitteis fQr 
die Diagnose von Erkrankungen oder einer Predisposition fttr Erkrankungnen, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, oder von TUmorerkrankungen oder einer Pradisposition fQr Tumorerkrankungen beschrieben. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, ein diagnostisches Verfahren fttr 
zellular vermittelte Erkrankungen des Immunsystems, insbesondere Autoimmunerkrankungen, bereitzustellen, 
welches einerseits fQr den Patienten mit m6glichst wenig Unannehmlichkeiten verbunden ist und andererseits 
eine schnelle und zuveriassige Diagnostik ermoglicht 

Diese Aufgabe wird geldst durch die Verwendung von autoreaktiven Substanzen zur Herstellung ernes 
Mhtels fOr die Diagnose von zellular vermittelten Erkrankungen oder einer Pradisposition f fir zellular vermittel- 
te Erkrankungen, wobei man das Mittel intradermal bzw. intracutan appliziert und die Diagnose auf Baas des 
Auftretens oder Fehlens einer positiven Reaktion am Applikattonsort stellt 

Das erfindungsgemaBe diagnostische Verfahren unterscheidet sich von gegenwdrtig auf dem Markt befindli- 
chen Verfahren, die fflr einen allgemeinen Test der zellvermittelten Immunitat verwendet werden, dadurch, daB 
bei diesen Tests Fremdantigene verwendet werden, denen der Patient berehs ausgesetzt worden ist, z. B. 
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gereinigtes Proteinderivat (PPD), Tetanustoxoid, Candida etc Diese Tests dienen zur Bestimmong des Allge- 
meinzu5tands des Immunsystems der Testpcrson. Erne Diagnose von zeHulir verniittelten Erkrankungen des 
Immunsystems erfolgt nicht 

Bei einem anderen welt verbreiteten Test, wie etwa dem zur Bestimmung von allergischen Reaktionen 
verwendeten Pricfctest werden die Antigene nicht intradermal verabreicht Eine positive Reaktion, die nicht 5 
T-Zell vermittelt ist kann innerfaalb von vier Stunden nachgewiesen werden und ist durcb das Auftreten einer 
oberflichlichen Schwellun& nicht durch das Auftreten eines Knotens gekennzeichnet 

GemaB voriiegender Erfindung wird ein Verfahren bereitgestellt, mit dem das Auftreten einer zeUvennktelten 
Immunreaktion gegen autoreaktive Substanzen in vivo nachweisbar ist Diese zellvermittelte Immunreaktion 
weist auf das Vorhandensein spezifischer Erkrankungen des Immunsystems, insbesondere Autoimmunerkran- 10 
kungen, oder einer Predisposition fOr solche Erkrankungen hin. Weiterhin kann die zellvermittelte Immunreak- 
tion auch auf das Vorhandensein von Tumorerkrankungen oder eine Predisposition dafur hinweisen. 

Die fQr das erfindungsgemiBe Verfahren geeigneten autoreaktiven Substanzen oder Autoantigene sind 
naturliche, synthetische oder rekombinante Substanzen wie etwa Nukleinsiuren, Lipide, Saccharide^ Polypepti- 
de, Protein^ Peptide sowie Komplexe davon, z. B. Komplexe von Peptiden mit Polypeptide^ z. B. MHC-Mole- 15 
kOlen oder peptidbindenden Derivaten. Weiterhin als autoreaktive Substanzen geeignet sind spezi&che immun- 
ogene Epitope, Fragments, Analoga, Mimetika oder Derivate, die z. B. durch chemische Modification erzeugt 
and, sowie Mischungen der obengenannten Substanzen. Die autoreaktiven Substanzen kdnnen als solche oder 
in einer trigergebundener Form, z. B. in Form von lipopepttden verabreicht werden, Die autoreaktiven Sub- 
stanzen kdnnen alleine oder zusammen mit weiteren Substanzen, z. B. akzessorischen stimulierenden Kompo- 20 
nenten oder Adjuvantien verabreicht werden. Die Autoantigene kdnnen aus natOrlichen QueOen stammen, 
durch rekombinante DNA-Technologie oder durch synthetische Verfahren, z. B. durch Peptid-Festphasensyn- 
these, hergestellt werden. 

Das errlndungsgemaBe Verfahren umfaBt die intradermale Verabreichung der betreffenden Autoantigene 
und die Bestimmung des Auftretens oder Fehlens einer lokalen positiven zeDularen Reaktion am Applikations- 25 
ort Diese positive Reaktion wird zu einem Zeitpunkt bestimmt der fur eine T-Zell vermittelte Immunantwort 
charakteristisch ist vorzugsweise zu einem Zeitpunkt von mindestens 24 h nach der Applikation, besonders 
bevorzugt in einem Zehraum von 24 h bis 1 Woche nach der Applikation und am meisten bevorzugt in einem 
Zeitraum von 40 bis 80 h nach der Applikation. 

Die positive Reaktion umfaBt vorzugsweise das Auftreten eines Knotens am Applikationsort und kann 30 
qualitativ durch visuelle Beobachtung oder/und durch Abtasten, aber auch quanthativ, z. B. durch Ultraschall 
oder fotograHsche Methoden, bestimmt werden. 

Andererseits kdnnen auch Produkte einer positiven Reaktion, z. B. -Cytokine, wie etwa y- Interferon, bestimmt 
werden, die durch infOtrierende Zellen, z. B. Leukozyten, am Applikationsort freigesetzt werden. 

Das erfindungsgemafle Verfahren eignet sich insbesondere fQr die Diagnose von Autoimmunerkrankungen 35 
oder einer Predisposition ffir Autoimmunerkrankungea 

Beispiele fOr Autoimmunerkrankungen, deren Diagnose durch das erfindungsgemaBe Verfahren radglich ist 
sind Diabetes melGtus, insbesondere Diabetes Typ I (IDDM^ Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Base- 
dow-Krankheit ankylosierende Spondylitis; akute anteriore Uveitis, Goodpasture-Syndrom, Myasthenia gravis, 
systemischer Lupus erythematodes, Pemphigus vulgaris, Immun-Thyreoiditis, Sklerodennie, Morbus Crohn, 40 
Sjdgren-Syndrom, Morbus Reiter, Inflammatory Bowel Disease oder Graves Diserase. Besonders bevorzugt 
wird das erfindungsgemaBe Verfahren zur Diagnose von T-Zell-vermittelten Erkrankungen eingesetzt wie etwa 
IDDM, rheumatoide Arthritis oder Multiple Sklerose, am meisten bevorzugt wird das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren fQr die Diagnose von IDDM eingesetzt 

Als autoreaktive Substanzen zur Diagnose von IDDM verwendet man beispielsweise Glutaminsaure-Decar- 45 
boxytase (GAD) 65 kd oder 67 kd,Tyrosinphosphatase (38 kd Antigen), Carboxypeptidase H, Insulin, Heat Shock 
Protein, 38 kd Insulin-secretory-granule-protein oder Teile davoa Besonders bevorzugt verwendet man als 
autoreaktive Substanz humane GAD 65 kd oder Peptid-Teilsequenzen davoa 

Analoge diagnostische Anwendungen sind jedoch auch bei anderen Autoimmunerkrankungen m&glich. Bei- 
spiele derartiger Autoimmunerkrankungen sind Multiple Sklerose, wo reaktive T-Zellen z. B. gegen das Myelin so 
Basic Protein oder das Proteolipid-Protein bestimmt werden kdnnen, rheumatoide Arthritis, wo reaktive T-Zel- 
len z. B. gegen Kollagen T^p II, Cytokeratine, dnaj Protein aus E. coli und Hsp 65 bestimmt werden kdnnen, und 
Basedow-Krankheit wo reaktive T-Zellen z. B. gegen Thyroidperoxidase bestimmt werden kfinnea Bei Myas- 
thenia gravis kdnnen reaktive T-Zellen gegen den Acetylcholin-Rezeptor oder andere relevante autoreaktive 
Substanzen bestimmt werden. Bei Lupus erythematodes existieren reaktive T-Zellen gegen HSP 90 und bei 55 
Graves Disease gegen den TSH-Rezeptor. 

AUgemein ist die diagnostische Anwendung bei alien Erkrankungen mdglich, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, wie z. B. auch bei der Arteriosklerose. Hier wurde eine Assoziation der Krankheit mit einer Immunantwort 
gegen das Heat Shock Protein Hsp 65 nachgewiesen (Xu et aL, Lancet 341, 8840(1993), 255-259). 

Noch eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachweis von T-Zeflen, die gegen Tumorantigene 60 
reagiereiL Beispiele hierfur sind T-Zellen gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen MAGE 1, die aus Melanom- 
patienten isoliert wurden (van der Bruggen et al, Science 254 (1991X 1643-1647). Der Nachweis dieser T-Zellen 
kann schon in einem Stadium erfolgen, in dem der Tumor aufgrund einer noch zu geringen Zeflmasse mit 
herkSmmlichen Methoden noch nicht nachweisbar ist Ferner kdnnte der Nachweis von spezifisch reagierenden 
T-Zellen auch zur Verlaufskontrolle bei einer Anti-Tumorvakzinierung eingesetzt werden. ^ 65 

Weiterhin kdnnen auch Peptide, Peptid-Derivate oder analog bindende Molekdle als autoreaktive Substanzen 
eingesetzt werden* FOr die Diagnose von IDDM verwendet man vorzugsweise ein oder mehrere Peptide aus 
GAD, insbesondere aus humaner GAD 65 kd oder davon abgelehete Peptid-Derivate oder Peptidmimetika. 
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Besonders bevorzugt verwendet man far die Diagnose von IDDM Peptide oder Peptid-Derivate, umfassend: 

(a) die Aminosiuresequenz (I) 
D-V-N-Y-A.F-l^H-A.T-D-W^P-A-C-IM^E-R, 
5 (b) die Aminosauresequenz (II) 

S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-KM-F-P-E-V-K-E-K, 

(c) die Aminosiuresequenz (III) 
N-W-E^A-D^P-Q-N-L.E-E-I-L-M-H<>Q-T, 

(d) die Aminosiuresequenz (TV) 

to T^K-Y-A-I-K-T-G-HP-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G. 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N^L-S-T^I^D-M-V-G-l^A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 
T-Y-E-I-A-M-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R, 

15 (g) die Aminosiuresequenz (VH) 

G-M-A-AL-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-WC-K-frA-A, 

(h) die Aminosiuresequenz (VIII) 

E-R^K-M-I-P-S-D-L-E-R-R-I-L-E-A-K^-K, 

(9 eine der in Abb. 1 oder 2 dargesteCten Anunosiuresequenzen, 
20 (j) Teilbereiche der in (a) bis (i) dargesteDten Aminosiureseque nzen mit einer Linge von mindestens 6 

Ammosauren oder/und 

(k) Anunosiuresequenzen, die eine im wesentlichen iqirivalente Spezifitit oder/und Affinttat der Bindung 
an MHC-MolekQle wie die in (a) bis (j) dargesteilten Aminosauresequenzen zeigen. 

2s Die Aminosauresequenzen (I) bis (VI) entsprecben den Aminosiureresten 86-105 (IX 246—265 (U% 146— 165 
(MX166-185(IVX176- 195 (V)und 206-225 (VI) der humanen GAD 65 kd 

Die Aminosiuresequenz (VII) entspricht den Aminosiureresten 266-290 der humanen GAD 65 kd und die 
Aminosiuresequenz (VII) der Aminosauresequenz 306—325 der humanen GAD 65 kd Die in den Abb. 1 und 2 
dargesteilten Ammosiuresequenzen sind ebenfalls TeiKsequenzen der humanen GAD 65 Kd. 

30 Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB Peptide, welche die obengenannten Bereiche der humanen 
GAD 65 enthalten, eine spezifische Reaktion mh T-Zellsubpopulationen zeigten, die aus frisch entdeckten Typ 
I-Diabetikern isoliert wurdert Somit handelt es sich bei den erfindungsgemiBen Peptiden um frflhe Autoepitope, 
mit deren Verwendung eine sehr frflhe Diagnose des Typ I-Diabetes ermdglicht wird 
Die Aminosauresequenzen (I) bis (VIII) sind Teilbereiche aus der 65 kD Isoform der humanen Glutaminsiure- 

35 Decarboxylase (GAD), deren voHstindige Aminosiuresequenz von Bu et al (Proc. NatiL Acad Sci USA 89 
(1992), 2U5ff.) beschrieben wurde. Die Ammosiuresequenzen (I) bis (VIII) wurden durch Anlegen von T-Zelli- 
nien aus dem peripheren Bhit von Typ I-Diabetikern und anschfieBende in vitro Stimulation mit GAD aus 
Schwemehira bzw. rekombinanter humaner GAD und Testen dieser T-ZeDinien in einem Proliferationsassay mit 
synthetischen Pepddsequenzen gefunden, die aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 

40 Die Peptide kdnnen durch bekannte Syntheseverf ahren mittels chemischer Methoden erzeugt werden oder 
durch Klonierung und Expression einer fur diese Peptide codierenden DNA-Sequenz in einer geeigneten 
Wirtszelie, insbesondere & coll auf gentechnische Weise hergestellt werden. 

Weiterhin bevorzugt sind auch Peptide mit Teilbereichen der spezifisch angegebenen Ammosiuresequenzen 
(I) bis (VIII) oder der in den Abb. 1 und 2 dargesteilten Ammosiuresequenzen, die eine Linge von mindestens 6 

45 Aminosiuren, vorzugsweise von mindestens 8 Aminosiuren, besonders bevorzugt von mindestens 10 Amino- 
siuren und am meisten bevorzugt von mindestens 15 Aminosiuren aufweisen. Die minimale Linge eines 
erfindungsgemiBen Peptids wird durch seine Fihigkeh bestimmt, ein MHC-MolekQl zu erkennen, mit ihm 
spezifisch zu binden und mit dem entsprechendenT-Zellrezeptor zu reagieren. 
Die maximale Linge der aus der GAD stammenden und MHC-bindenden Abschnitte in einem erflndungsge- 

50 mifien Peptid betrigt vorzugsweise 100 Aminosiuren, besonders bevorzugt 50 Aminosiuren und am meisten 
bevorzugt 25 Aminosiuren. 

Neben den obengenannten Peptiden kdnnen auch Peptide verwendet werden, die im wesentlichen iqnivalen- 
te Spezifitit oder/und Affinitit der Bindung an MHC-MolekQle wie die zuvor genannten Sequenzen zeigen und 
die vorzugsweise durch Substitution, Deletion oder Insertion einzelner Aminosiurereste oder kurzer Abschnitte 

53 von Aminosiureresten aus den obengenannten Ammosiuresequenzen abgeleitet sind oder analog bindende 
verfremdete Substanzen. 

Insbesondere betrifft die voriiegende Erfindung auch Peptidvarianten, die in ihrer Sequenz mit den oben 
genannten Ammosiuresequenzen nicht vdllig Qbereinstimmen, sondern nur gleiche oder nahe verwandte "An- 
kerpositionen" aufweisen. Die Bezeichnung "Ankerposition" bedeutet in diesem Zusammenhang einen fQr die 

60 Bindung an ein MHC-MolekQl insbesondere an ein MHC-Molekul der Klassen DR3, DR4 oder DQ, wesentli- 
chen Aminosiurerest Die Ankerposition fur das DRB10401-Btndungsmotiv sind z. & bei Hammer et aL, Cell 74 
(1993X 197—203, angegeben. Derartige Ankerpositionen sind in erfindungsgemiBen Peptiden konserviert oder 
gegebenenfalb durch Aminosiurereste mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten ersetzt (z. B. Alanin 
durch Valin, Leudn durdi Isoieucin und umgekehrt). Die Bestimmung der Ankerpositionen in den erfindungsge- 

65 miBen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von Varianten der oben angegebenen spezifischen Peptide 
auf ihre Bindungsfahigkeit an MHC-Molekflle erfolgea ErflndungsgemiBe Peptide sind dadurch gekennzeich- 
net, daB sie eine im wesentlichen iquivalente Spezifitit oder/und Affinitit der Bindung an MHC-MolekQle wie 
die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugsweise beshzen die aus diesen Peptiden abgeleiteten Peptide eine 
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Sequenzhomologie von mindestens 30% f besonders bevorzugt von mindestens 50% und am meisten bevorzugt 
rnindestens 60% nut den Ausgangspeptiden oderTeilsequenzen davon, 

Beispiele far Varianten der spezifisch angegebenen Peptide sind die entsprechenden homologen Peptidab- 
schnitte a us der humanen GAD 67, deren votlstandige Aminosauresequenz ebenfalls von Bu et al* supra, 
beschrieben wurde. 5 

Der Begriff 1m wesentlichen iqurvalente Spezifitlt oder/und AfrmMt der Bindung an MHC-MolekOIe" 
umfaBt auch eine gegenQber den Aminosiuresequenzen (I) bis (VTII) oder den in den Abb. 1 und 2 dargestetlten 
Anmiosauresequenzen verbesserte BindungsspezifitSt oder/und -affmitat, die insbesondere bet verkurzten Pep- 
tiden gefunden wird, die eine L&nge von vorzugsweise 8 bis 15 Ammosiuren beshzen, 

Weiterhin umfaBt die voriiegende Erfindung auch Peptid-Derivate. Dieser Begriff umfaBt Peptide, in denen 10 
eine oder mehrere Anunosiuren durch eine cbemische Reaktion derivatisiert worden sind. Beispiele von erfin- 
dungsgemiBen Peptid-Derivaten sind insbesondere solche Molekule, in denen das Backbone oder/und reaktive 
Aminosaureseitengruppen, z. E freie Ammogruppen, freie Carboxytgruppen oder/und freie Hydroxy! gruppen, 
derivatisiert worden sind Spezifische Beispiele fur Derivate von Aminogruppen sind Sulfonsiure- oder Carbon- 
saureamide, Thiourethanderivate und Ammoniumsalze; z. B. Hydrochloride. Beispiele fur Carboxytgnippenderi- is 
vate sind Salze, Ester und Amide. Beispiele fQr Hydroxytgrappenderivate and O-Acyl- oder O-Alkylderivate. 
Weiterhin umfaBt der Begriff Peptid-Derivat gemiB vorfiegender Erfindung auch solche Peptide, in denen eine 
oder mehrere Aminos&uren durch natflriich vorkommende oder nicht natfhiich vorkommende Arntnosiureho- 
mologe der 20 "Standard* -Aminos&uren ersetzt werden. Beispiele fQr solche Homologe sind 4-Hydroxyprolin, 
5-Hydroxylysin, 3-Memylhistidm, Homoserin, Ornkhin, p-Alanin und 4-Anunobuttersaure. 20 

Weitere geeignete Peptid-Derivate sind Komplexe oder kovalente Verbindungen zwischen Peptiden und 
adjuvanten Komponenten, die gemeinsam mit dem Autoanngen verabreicht werden, z. B. lipiden. Die Peptide 
k5nnen in diesem Fall als Lipopeptide eingesetzt werden. 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch Polypeptide erfaBt, in denen der MHC-bindende Peptidab- 
schnitt Bestandtefl einer grdBeren Polypeptideinheit ist, wobei die Verbindung von MHC-bindendem Peptid und 25 
dem Rest der Polypeptideinheit vorzugsweise eine SollbruchsteHe aufweist, z. & eine Proteasespaltstefle. 

Die Erfindung betrifft auch peptzdmimetische Substanzen, die eine im wesentlichen aquivaiente SpezifMt 
oder/und Affinitat der Bindung an MHC-Molekflle wie die zuvor genannten Peptide oder Peptid-Derivate 
zeigen. Peptidmimetische Substanzen oder Peptidmimetika sind Verbindungen, die Peptide in ihrer Wechselwir- 
kung mit den MHC-MolekQlen ersetzen kdnnen und gegenQber den nativen Peptiden eine erhdhte metaboGsche 30 
StabilitSt, bessere BioverfQgbarkeit und grdBere Wirkungsdauer aufweisen kdnnen. Methoden zur Herstellung 
von Peptidmimetika sind beschrieben bei Giannis und Kolter, Angew. Chem. 105 (1993), 1303—13% Lee et aU 
BulL Chem. Soc. Jpn, 66 (1993), 2006-2010 und Dorsch et ai, Kontakte (Darmstadt) (1993) (2), 48-56. Bezughch 
der Herstellung erfindungsgemaBer peptidniimetischer Substanzen wird auf die OfTenbarung dieser Iiteratur- 
stellen verwiesen. is 

Weiterhin als autoreaktive Substanz geeignet ist ein Komplex, der mindestens ein Peptid, Peptid-Derivat oder 
Peptidmimetikum und mindestens ein KfHC-MolekQl oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-MolekQls 
umfaBt In diesem Komplex ist ein Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum mit einer Bindungskonstante 
von vorzugsweise mindestens 10* 7 1/mol, besonders bevorzugt im Bereich von 10 ~ d — tO" 9 1/mol, an ein 
MHC-MolekOl oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekfils gebunden. Alternativ kann das Peptid, 40 
Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum auch kovalent an das MHC-Molekfli gekoppelt sein, z. B. Qber einen 
Photolinker oder als kovalente genetische Peptid-MHC-Fusion. Ein derartiges Peptid-MHC-Fusionsprotein 
enthalt vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und ein damh genetisch fusioniertes autoreaktives Peptid. 
Besonders bevorzugt enthalt der Komplex ein MHC-Klasse II-Molekul oder ein peptidbindendes Derivat 
davon. 45 

Die Nukleotidsequenzen der fur MHC-Klasse II-MoIekGle kodierenden Gene sind verdffentGcht in Corell et 
al (MoL Immunol 28 (1991X533—543). Auf den Inhalt dieser Publikation wird hiermit Bezug genommen. 

Der Begriff "peptibindendes Derivat eines MHC-MoIekGls* umfaBt Fragmente von MHC-Molekfilen, die 
durch proteolytische Spaltung nativer MHC-MolekOle oder durch rekombinante DNA-Techniken hergestellt 
sind und Aire peptidbindenden Eigenschaften im wesentlichen beibehalten haben. Weiterhin sind unter diesem 50 
Begriff Fusionsproteine zu verstehen, die neben einem fur die Peptidbindung verantwortlichen MHOAnteil 
nodi weitere Pofypeptid-Komponenten enthalten. 

Die Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise durch Assoziierung peptidfreier MHC-MolekQle oder 
MHOMolekulderivate mit den erfindungsgemaBen Peptiden, Peptid-Derivaten oder Peptidrnimetika herge- 
stellt Die Herstellung von peptidfreien MHC-MolekQlen kann beispielsweise durch Entfakung von nativen 55 
MHC-Molekulen, urn gebundene Peptide zu dissozneren, und RQckfahung der leeren MHC-MolekQle erfolgen 
(siehe Dornmair und McConnell, Proa NatL Acad ScL USA 87 (1990), 4134-4138 und WO91/14701) . Weitere 
Methoden zur Herstellung von Komplexen aus Peptiden und MHC-MolekQlen sind in der europitischen Patent- 
anmeldung Nr. 95 100 764.0 beschrieben. Auf diese OfTenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer Zusammensetzung, die eine autoreaktive Substanz, z. B. ein 60 
Protein, Porypeptid, Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHOKomplex als aktive 
Komponente gegebenenfalls in Kombination mit Adjuvantien oder anderen pharmazeutisch ublichen Zusatz- 
stoffen enthalt, in einem diagnostischen Verfahren, welches die intradermale Applifrzierung der Zusammenset- 
zung umfaBt Die Zusammensetzung kann weiterhin eine akzessorische stimulierende Komponente enthalten, 
z. B. Cytokine wie IL-2 und IL-4 oder/und das Oberflichenantigen B7 (Wyss-Coray et aU Eur. J. ImmunoL 23 63 
(1993), 2175—2180; Freeman et ai, Science 262 (1993), 909—91 IX das mit dem OberflachenmoIekQl CD-28 auf 
einer T-Zelle binden kann. Die Anwesenheit der akzessorischen stimuli erenden Komponente kann die diagnosti- 
sche Wtrkung der Zusammensetzung verbessern oder/und modiflzieren. 
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Weiterhin tst es bevorzugt, daB man beim erfindungsgemaBen Verfahren zusatzllche Bestimmangen mh 
poshiven oder/und negatrven Kontrollen durchfQhrt Als negative Kontrollen kann man bebpielsweise ein 
nicht-reaktives Folypeptid, wie etwa humanes Senimalbumin oder eine nor Zusatzstoffe, z, B. den Puffer, 
enthaltende Preparation verwenden. Als positives KontroB-Antigen kann man beispielsweise gereinigtes Prote- 
5 in-Derivat (PPD) aus dem Kulturmedrum, in dem Tuberkelbakterien gezQchtet werden (kommerzteil erhiltlich, 
z. B, von Statens Serum Institut, {Copenhagen, D&nemark) oder Tetamis-Toxoid verwenden, von denen bekannt 
ist, daB sie bei vtelen Personen eine starke T-Zellstimulierung hervorrufea 

Weiterhin tst es bei bestunmten Ausfuhrungsformen der Erfindung bevorzugt, wenn man die autoreaktiven 
Substanzen gemeinsam mh einem Adjuvans appfiziert Beispiele fur geeignete Adjuvantien and Auiminhimhy- 
io droxid, inkomplettes Freund'sches Adjuvans, Ahiminhimphosphat und zur Kopphmg von Peptiden geeignete 
Lipide (lipopeptide). 

Die Applikation der autoreaktiven Substanzen kann nach an sich bekannten Verfahren erfolgen, wobei eine 
z. R normale Injektionsspritze z. B. mh einer Nadel der GrdBe 26G verwendet wind. Die die autoreaktive 
Substanz enthaltende Zusammensetzung winl vorzugsweise in einem Volumen von 20 uJ bis 500 ul vorzugswei- 

15 se 50 ul bis 200 ui an einem geeigneten Ort des Kdrpers intracutan appliziert, der am besten fur das den Zellen 
des Immunsystems prasentierte Autoantigen geeignet ist Zur Diagnose von 1DDM kann die Applikation 
beispielsweise in den Unterarm (Vorderseite) erfolgen. 

Die Konzentration des Autoantigens in der Zusammensetzung kann in Abhangigkeit von den jeweils verwen- 
deten Autoantigenen in breiten Bereichen variieren. Vorzugsweise werden Konzentrationen von 1 bis 

20 100 ug/ml, insbesondere von 5 bis 20 ug/ml verwendet 

Weiterhin ist es mdglich, daB man die Applikation in einer Vorrichtung durchfunrt, die mindestens eine 
Kammer zur Aumahme einer Preparation mh autoreaktiven Substanzen, eine Kammer zur Aufnahme einer 
Preparation fflr die positive Kontrolle und eine Kammer zur Aufnahme einer Preparation fur die negative 
Kontrolle umfaBt Eine derartige Vorrichtung kann beispielsweise 2 bis 10 Kammern zur Aumahme von 

2s PrSparationen mit autoreaktiven Substanzen enthalten. Mit dieser Vorrichtung kdnnen mehrere autoreaktive 
Substanzen auf einfache Weise simultan getestet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Bestimmung einer spezhlschen T-Zell-Subpopu- 
lation, wobei man eine T-Zellen enthaltende Probe, die vorzugsweise aus einer Gewebeprobe aus dem Bereich 
des Applikationsorts stammt, mit einer autoreaktiven Substanz in Kontakt bringt und die Reaktion von T-Zellen 

30 mit der Substanz bestimmt Eine spezifische Reaktion von T-Zellen mh dem Autoantigen kann z. & durch eine 
eiii6hte T-2^eDproliferation nachgewiesen werden, die sich durch den Einbau von Radioaktivitat messen iaBt 
Andererseits kann die Reaktion von T-Zellen auch direkt durch Verwendung eines markierten Autoantigens, 
z. R in Komplexform mit einem 15sfichen MHOMolekOl, bestimmt werden. Bei dieser Ausfuhrungsform wird 
die autoreaktive Substanz vorzugsweise mh einer daran gekoppelten Fluoreszenzmarkierungsgruppe verwen- 

35 det Die Auswertung kann beispielsweise durch FACS-Analyse erfolgen, wobei die T-Zellen mh einem ersten 
Fhioreszenzmarker, der an einen T-Zell-spezifischen Antikdrper gekoppeh tst und dann mh dem Autoantigen, 
das mit einem zweiten Fluoreszenzmarker gekoppeh ist, in Kontakt gebracht werden und das Voriiandensein 
von doppehnarlderten Zellen durch fluorographische Analyse bestimmt wird. Auf diese Weise wird eine T-Zell- 
Subpopulation bestimmt die durch ihre Reaktivitit mit einem Autoantigen charakterisiert ist Das Verfahren 

40 kann gegebenenfalls auch eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen, Z.B. eine selective Anreichening von 
IL-2-Rezeptor-positiven T-Zellen durch Inkubation mit IL-2 oder/und durch Inkubation mit IL-2-Rezeptor-An- 
tikdrper und anschlieBende Separation der Antikdrper-bindenden Zellen beispielsweise mit immunmagneti- 
schen Methoden umfassen. Andererseits kann die Selektion auf praaktivierte Zellen erst nach dem Kontakt der 
T-Zellen mit dem Autoantigen erfolgen. 

45 In einer Abwandlung dieses Verfahrens kann auch das Verbal tnis von prsiaktivierten autoreaktiven T-Zellen, 
d. h. T-Zellen mh dem IL-2-Rezeptor als Oberfldchenmarker, zu nicht-aktivierten autoreaktiven T-Zellen, d. h. 
T-Zellen ohne den IL-2-Rezeptor, bestimmt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Isolierung von T-Zellsubpopulationen, die mit 
einem Autoantigen reagieren. Bei einem solchen Verfahren bringt man eine T-Zellen enthaltende Gewebeprobe, 

so die aus dem Bereich des Applikationsorts stammt, mh einem Autoantigen in Kontakt identiftziert die mit 
Autoantigen reagierenden T-Zellen und trennt sie gegebenenfalls von anderen T-Zellen ah. Auch hier kann vor 
oder/und nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Autoantigen eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen, <L h. 
T-Zellen mit dem IL-2-Rezeptor, erfolgea Bei einem solchen Verfahren kann man das Autoantigen, z. R in Form 
eines {Complexes mit einem MHC-MolekuX in immobilisierter Form auf einem TrSger verwenden, wodurch die 

55 Abtrennung der positiv reagierenden T-Zell-Population von anderen T-Zellen vereinfacht wird Aus den auf 
diese Weise isotierten T-Zell-Subpopulationen kdnnen durch Restimulation T-Zellinien angelegt werden. Diese 
autoreaktive T-Zellinien kdnnen dann zur Itnmunisierung von Patienten verwendet werden. 

Bei den diagnostischen Verfahren zur Identifiziening von spezifischen T-Zellsubpopulationen kann anstelle 
der Autoantigene auch ein anti-idiotypischer Antikdrper verwendet werden, der die Wirkung des MHOPeptid- 

60 Komplexes nachahmt Derartige Antikdrper kdnnen ohne weiteres erhalten werden, indem eine gegen ein 
bestimmtes Antigen spezifische T-Zellsubpopulation als Immunogen zur Erzeugung eines Aiitikdrpers (z. R in 
einer Maus) verwendet wird oder indem zuerst ein erster Antikdrper gegen das Autoantigen und dann ein 
anti-idiotypischer Antikdrper gegen den ersten Antikdrper erzeugt wird. 
Zur Identifoierung von spezifischen T-Zellsubpopulatienen kann anstelle der Isolierung der T-Zellen auch die 

65 Identifizierung der Produkte dieser in vivo aktivierten T-Zelten erfolgen. Dies kann durch Entnahme einer 
Gewebeprobe (z. R Feinnadelaspirat) und Bestimmung der darin enthaltenden Cytokine erfolgen. Alternativ 
kann die Cytokin-Bestimmung auch in situ erfolgen durch Ifingeres Auflegen eines Pflasters, in dem Antikdrper 
gegen verschiedene Cytokine immobilisiert sind. Der Nachweis der Cytokine erfolgt nach g^ngigen Verfahren 
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eines Festphasen-Immunoassays unter Verwendung von Enzymsubstraten, die ein unldsfiches farbiges Produkt 
Defern, welches entweder ohne weitere Hilfe oder unto* Verwendung eines Scanners abgelesen werden kana 

SchlieOfich betrifft die Erfindung ein Reagenzienkit zur in vivo Diagnose von zeflular vermhtdten Erkrankun- 
gen oder einer Praxhsposhion dafQr, umfassend: 

5 

(a) mindestens eine autoreaktive Substanz in Form einer pharmazeotisch vertrlgGchen Zusammensetzung, 

(b) gegebenenfalb mindestens eine Kontrollsubstanz in Form einer pharmazeutisch vertrigCchen Zusam- 
mensetzung; 

(c) Mhtei zur mtradermalen Applikation der autoreaktiven Substanz und der KontroOsubstanz und 

(d) gegebenenfaHs Mhtel zur diagnostischen Auswertung des Testresultats. to 

Die Zusammensetzungen fur die autoreaktive Substanz und die KontroQsubstanz enthalten vorzugsweise 
Adjuvantien und gegebenenf alls andere Gbliche phannazeutische Triger-, Verdflnnungs- und Zusatzstoffe. 
Weiter soO die Erfindung durch die folgenden Beispiele in Verbinduug nut den Abb. 1 und 2 erULutert werden, 
Abb. 1 zeigt autoreaktive Aminosauresequenzen aus humaner GAD 65 kd und is 
Abb. 2 zeigt weitere autoreaktive Aminosauresequenzen aus humaner GAD 65 kd 



Beispiell 
(Vergieichsbeispie!) 
In vitro Untersuchung 

Das periphere vendse Blut von acht, erst seit kurzem erkrankten IDDM-Patienten und zwdlf gesunden 
Personen wurde gesammelt Die peripheral Blutlymphozyten wurden durch FrcoII-Hypaque-Dichtegradienten- 
zentrifugation isoliert und fQr eine in vitro Stimulation verwendet mit: 

a) rekombinanter humaner GAD 65kdals Testanugen; 

b) gerenugtem Protein-Derivat (PPD) als positivem Kjontroll-Anugen; 

c) humanem Serum Albumin (HSA) als negativem Kontroll-Antigen. 

1 x 10 s periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden in einem Napf einer 96 Napf-Rundbodenplatte f<ir5Tage 
bei 37° C und 5% CO2 in 100 ul eines Kulturmediums (RPMI 1640 Medium, 5% Humanserum, 2 mmol/1 Ghita- 
min, 10 U/ml Penicillin, 10 ug/ml Streptomycin und 50 nmol/l 2-M ercaptoethanol) in Gegenwart der obenge- 
nannten Antigene oder in Medium alteine inkubiert 

Nach 5 Tagen wurden 20 ul RPMI 1640 Medium mit 0,5 \id 3H Thymidin pro Napf zugesetzt Die Inkubation 
wurde fur 16 Stunden fortgefQhrt und dann die Zellen abgeerntet Der Einbau von Thymidin wurde durch 
Hussigszintfflationsz&hlung gemessen. Die Ergebnisse sind als Stimulationsindex (SI, d h. cpm in Gegenwart des 
Antigens dividiert durch cpm in Abwesenheit des Antigens, d. h. (Medium alleine) angegebea 

Die Proliferationsreakttonen von Lymphozyten aus IDDM-Patienten und Kontrollpersonen gegenGber den 
einzelnen Antigenen sind in Tabelle 1 bzw. 2 zusammengefaBt 

TabeCe 1 
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cpm PBL nicht stimuliert 



IDDM- 
Patienten 


Basiswert 
cpm 


PPD 

lO^ig/ml 


rhGAD 65 
lOpg/ml 


HSA 

10/ig/ml 


1 


730 


17.9 


2.6 


1.1 


2 


833 


16.7 


8.8 


1.2 


3 


639 


23 


6.6 


0.9 


4 


328 


28.9 


0.8 


2.9 


5 


1211 


10.6 


1.9 


0.5 


6 


1041 


11.9 


1.8 


2.2 


7 


520 


19.8 


7.2 


1.0 


8 


412 


2.7 


8.3 


0.8 
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S.I.=cpm PBL stimuliert/ 

cpra PBL nicht stimuliert 
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PPO 

1 f\ tier / ml 


rhGAD 65 

i n net itt%\ 


HSA 

1 0 £ia" /ml 
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1108 


«j 


1 fl 
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1035 
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390 


c c 

O • D 


^ • / 


1 !_ 
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© .2 






5 
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A A 
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6 
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O • J 




2,6 


7 


648 


12.5 


4.2 


0.8 


8 


730 


20.6 


4.2 


0.5 


9 


542 


0.8 


0.9 


2.0 


10 


915 


0.5 


2.8 


2.8 


11 


567 


90.6 


3.5 


2.3 


12 


1247 


' 12.5 


1.0 


0.6 



Eine statlstlsche Analyse der Untersuchung ergab, daB Proliferation von PBL aus vor kurzera diagnostizierten 
IDDM-Patienten mh rhGAD 65 kd bei einem SI von ntehr als 4J (Mittelwert der Kontrollpersonen + 2 SD) ab 
35 positivangesehenwerdenkonnte, 

Eine in vitro T-Zellreaktion gegen rhGAD 65 kd wurde somit bei 50% der IDDM-Patienten beobachtet 
(Patienten 2, % 7 und 8> Bei den Patienten 1, 2, 4 und 8 konnten Antikorper gegen GAD festgesteUt werden, aber 
nicht bei den Patienten 3 und 5. Die Patienten 6 und 7 wurden nicht auf Antikdrper gegen GAD getestet Die 
Kontrollpersonen zetgen keine Reaktion gegen GAD 65 kd 
40 Die Reaktion der Diabetiker und der Kontrollpersonen gegenOber den KontroUen HSA und PPD zeigte 
keinerlei statistisch signifikanten Unterschied. 

Beispiel2 

45 In vivo Untersuchung 

Den acht IDDM-Patienten aus Beispiel 1 wurden in den rechten Vorderarm 100 ui rhGAD 65 kd mit einer 
Konzentration von 10 ug/ml intradermal injiziert 
Das Antigen war in physiologischer Salzldsung pH 7,3 und 1% HSA verdOnnt Ein gleiches Volumen (100 ul) 
50 HSA mit einer Konzentration von 10 ug/ml wurde in den rechten Oberarm als negative KontroKle injiziert 

PPD wurde ab positives Kontroll-Antigen bei 5 der 12 IDDM-Patienten verwendet HSA wurde bei alien 
Patienten als negative Kontrolle verwendet 

Fur die in vivo Diagnose wurde die Ausbildung eines Knotens (spezifische Zunahme der Dennadicke) am 
Applikationsort als positive Reaktion angesehea Die Diagnose erfolgte 48 h nach der Applikation. Die Ergeb- 
55 nisse wurden durch Ultraschallmessungen im Bereich des Applikationsorts bestitigt und quantifiziert Es wur- 
den keine Nebenreaktionen beobachtet 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3 dargestellt 
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TabeDe3 
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3 
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+ 
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48h 
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48h 


8 


+ 


+ 




48h 



Ffinf der acht getesteten IDDM-Patienten zeigen eine positive Reaktion gegen rhGAD 65. 

Patentansprfiche 



25 



1. Verwendung von autoreaktiven Substanzen zur Herstellung eines Mhteb fQr die Diagnose von zellul&r 
vermittdten Erkrankungen oder einer Pridisposition fQr zdlulsir vermittdte Erkrankungen, wobei man das 
Mittel intradermal appGziert und die Diagnose auf Basis des Anftretens oder Fehlens einer poshiven 30 
Reaktion am Applikationsoit steQt 

2. Verwendung nach Anspruch 1 fflr die Diagnose von Autoimmunerfcrankungen oder einer Predisposition 
fOr Autoimmunerkrankungen. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 fQr die Diagnose von Ttunorerkrankungen oder einer Predisposition fQr 
Tumorerkrankungen. 35 

4. Verwendung nach Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet; daB man als autoreaktive Substanzen 
Nukleinsluren, Iipide, Saccharide, Proteine, Polypeptide sowie Komplexe, immunogene Epitope, Fragraen- 
te> Analoga, Miraetika oder Derivate davon sowie Mischuogen davon gegebenenfalls in trigergebundener 
Formverwendet 

5. Verwendung nach Ansprudi 4, dadurch gekennzeichnet, daB man ais autoreaktive Substanzen Peptide, 40 
Peptid-Derivate oder Peptidmimetika gegebenenfalls in Form von Komplexen mit MHC-MolekOlen oder 
pepttdbindenden Derivaten davon verwendet 

6. Verwendung nach einem der Anspr&che 1 bis 5, fur die Diagnose von Diabetes meliitus, Multiple Sklerose, 
rheumatoide Arthritis, Basedow-Krankheit, ankyiosierende Spondylitis; akute anteriore Uveitis, Goodpa- 
sture-Syndrom, Myasthenia gravis; systemischer Lupus erythematodes, Pemphigus vulgaris, Immun-Thy- 45 
reoiditis, Sklerodermie, Morbus Crohn, Sjdgren-Syndrom, Morbus Reiter, Inflammatory Bowel Disease 
oder Graves Disease. 

7. Verwendung nach Ansprudi 6 fQr die Diagnose von Diabetes Typ I (IDDM). 

8L Verwendung nach Ansprudi 7, dadurch gekennzeichnet; daB man als autoreaktive Substanzen Ghitanrin- 
saure- Decarboxylase (GAD) oder Tefle davon verwendet 50 
9l Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB man als autoreaktive Substanz 
humane GAD 65 kd verwendet 

Id Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man als autoreaktive Substanz em oder 
mehrere Peptide aus GAD oder davon abgeleitete Peptid-Derivate oder Peptidmimetika gegebenenfalls in 
Form von Komplexen mh MHOMolekGlen oder peptidbindenden Derivaten davon verwendet 55 
11. Verwendung nach Anspruch 10; dadurch gekennzeichnet, daB man Peptide oder Peptid-Derivate ver- 
wendet, umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D-G^E-R, 

(b) cfie Aminosauresequenz (II) so 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-K-M-F-P-E-V-K-E-K, 

(c) die Aminosauresequenz (III) 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C<}-T, 

(d) die Aminosauresequenz (IV) 

T-LrK-Y-A-I-K-T-G-H-P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G, 65 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-I^S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 
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T-Y-E-I-A-P-V-F-V-L-L-E-y-V-T-LrK-K-M-R, 

(g) die Aminosauresequenz (VII) 

G-M-A-A-L-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-l^K-K-G-AA, 

(h) die Aminosauresequenz (VIII) 
E-R<^K-M-I-P-S-D-L-E-R-R-I-l^E-A-K-Q-K, 

(i) eine der in Abb. 1 oder 2 dargestellten Aminosauresequenzen, 

(j) Teilbereiche der in (a) bis (i) dargestellten Aminosauresequenzen mit emer Lange von mindestens 6 
Aminosiuren oder/und 

(k) Aminosauresequenzen, die erne im wesentlicben iquivalente Spezialhat oder/und AffinitQt der 
Bindung an MHC-MolekOle wie die in (a) bis (j) dargestellten Aminosauresequenzen zeigen. 

12. Verwendung nach einem der AnsprQche 5, 10 oder 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide oder 

Peptid-Derivate eine Lange von mindestens 8 Aminos§uren aufweisen. 

13L Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide oder Peptid-Derivate eine 
LSnge von mindestens 10 Aminosiuren aufweisen. 

14. Verwendung nach einem der AnsprQche 5, 10 oder 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide oder 
Peptid-Derivate eine Lange von bis zu 25 AminosSuren aufweisen, 

15. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet; daB die positive 
Reaktion zu einem Zeitpunkt von mindestens 24 h nach der Applikation bestunmt wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 1% dadurch gekennzeichnet, daB die positive Reaktion in einem Zeitraum 
von 24 h bis t Woche nach der Applikation bestimmt wird. 

17. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB eine positive 
Reaktion durch das Auftreten eines Knotens am Applikationsort bestimmt wird 

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB man die positive Reaktion durch visuelie 
Beobachtung des Applikationsorts oder/und Abtasten der betreff enden Hautregion bestimmt 

19. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet daB man die positive Reaktion quantitativ, 
vorzugsweise durch Ultraschali oder durch fotografische Methoden bestimmt ^ ^ 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB eine positive 
Reaktion durch Nachweis von Substanzen bestimmt wird, die durch infiltrierende Zellen am Applikations- 
ort freigesetzt werden. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man Cytokine bestimmt 

22. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet daB man zusatzliche 
Bestimmungen mit positiven oder/ und negativen Kontroilen durchfOhrt 

23. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB man die autore- 
aktiven Substanzen gemeinsam mit einem Adjuvans appliziert 

24. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB man die Appli- 
kation in einer Vorrichtung durchfOhrt, die mindestens eine Kammer zur Aufnahme einer Pr§paration mit 
autoreaktiven Substanzen, eine Kammer zur Aufnahme einer Praparation fQr die positive Kontrolle und 
eine Kammer zur Aufnahme einer Praparation fQr die negative Kontrolle umfaBt 

25. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wetterhin umfassend die Bestimmung oder 
Isolierung einer speztfischen autoreaktiven T-Zeilsubpopulation, wobei man eine Gewebeprobe aus dem 
Bereich des Applikationsorts mit einer autoreaktiven Substanz in Kontakt bringt, die mit der autoreaktiven 
Substanz reagierenden T-Zellen identifiziert und gegebenenf alls von anderen T-Zellen abtrennt 

26. Verfahren zur in vivo Diagnostik von zellular vermittelten Erkrankungen oder einer Pradisposition fQr 
zellular vermittelte Erkrankungen, wobei man eine autoreaktive Substanz intradermal appliziert und die 
Diagnose auf Basis des Auftretens oder Fehlens einer positiven Reaktion am Applikationsort erstellt 

27. Reagenzienkit zur in vivo Diagnose von zellular vermittelten Erkrankungen oder einer Pradisposition 
daf Or, umfassend: 

(a) mindestens eine autoreaktive Substanz in Form einer pharmazeutisch vertraglichen Zusammenset- 
zung, 9 m _ 

(b) gegebenenfaQs mindestens eine Kontrollsubstanz in Form einer pharmazeutisch vertraglichen 
Zusammensetzung, 

(c) Mittel zur intradermalen Applikation der autoreaktiven Substanz und der Kontroflsubstanz und 

(d) gegebenenf alls Mittel zur diagnostischen Auswertung des Testresultats. 

28. Reagenzienkit nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB die Zusammensetzungen fQr die autore- 
aktive Substanz und die Kontrolkubstanz Adjuvantien enthalten. 
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Abb. 1 



l-L-l- K-C- D-E-R-G-K- M-l- P- S 
L-G-l-G-T- D-S-V- l-L-l- K- C- D 
L-A-F-L-Q-D-V-M-N-l-L-L- Q-Y 
Y-D-L-S-Y- OT- G- D-K- A- L- Q-C 



602064/281 



ZEtCHNUNGEN SEVTE 2 



Numman 
Int CI. 6 : 

Offenfegungstag: 



DE 195 26 561 A1 
A61K 49/00 

23. Januar1997 



Abb. 2 



V-S-Y-Q-P-L-G-D-K-V-N-F-F-R 
L-A-A-D-W-L-T- S-T-A-N-T-N-M 
L-L-Y-G-D-A-E-K-P-A-E-S-G-G 
V-N-Y- A-F-L- H-A-T- D-L-L- P-A 
L-L-Q-Y-V-V- K-S-F- D-R-S -T- K 
F-T-Y- E-l-A-P- V- F-V-L- L- E- Y 
L- E-Y-V -T- L- K- K- M-R- E- l-l-G 
N-M-Y-A-M-M-l-A-R-F-K-M-F-P 
KH-W-M-H-V-D-A-A-W-G-G-G-L 
W- G-G-G -L- L-M-S -R -K-H-K-W- K 
E-G-Y-E-M-V-F-D-G-K-P-Q-H-T 
R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G 
W-L-T-S-T-A-N -T-N-M-F-T-Y-E 
T-A-N-T-N-M-F-T-Y-E-l-A-P-V 
L- V-S-A-T-A-G -T -T-V-Y- G-A-F 
Y-l-P-P-S-L-R-T-L-E-D-N-E-E 
V-l-5-N-P-A-A-T-H-Q-D-l-D-F 
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